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@) REACTIF DE COLORATION POUR LA DETERMINATION DE CELLULES SANGUINES 

tL'inventlon concerne un reactif de coloration pour la 
trmination de cellules sanguines, en particulier de reticu- 
locytes, qui comprend un colorant propre a marquer les cel- 
lules apres incubation ainsi qu'un additif propre a favoriser 
la penetration du colorant dans les cellules, cet additif etant 
choisi parmi un compose ionophore, un detergent et leur 
melange. 
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A 

Reactif de coloration pour la determ ination — de — cellules 
sanguines 

5 

L ' invention concerne les analyses biologiques et notamment 
les analyses de sang. 

Elle concerne plus particulierement un reactif de coloration 
10 pour la determination de cellules sanguines, en particulier 
de reticulocytes , du type comprenant un colorant propre a 
marquer les cellules apres incubation - 

On connait deja dif ferents reactifs de coloration de ce genre 
15 qui permettent d' identifier et de caracteriser des cellules 
sanguines grace a un colorant qui permet de marquer ou 
colorer les cellules apres incubation dans des conditions de 
duree et de temperature choisies. 

2 0 De tels reactifs font g6neralement appel a un colorant 
fluorescent ou a un colorant non-fluorescent qui, apres 
incubation, permet le comptage des cellules colorees. Ce 
comptage peut etre realise avec une coloration manuelle au 
microscope, avec une coloration exterieure ou avec une 

25 coloration par un appareil automatised 

Le comptage automatism s'effectue g£n£ralement par une 
technique dite de cytometrie de flux qui s'avere plus fiable 
et plus rapide qu'un comptage manuel. 

30 

On connait deja dif ferents colorants utilises pour la 
determination de cellules sanguines, en particulier de 
reticulocytes, et qui peuvent etre utilises pour un comptage 
manuel ou automatise. 

35 

Parmi ces colorants fluorescents ou non-f luorescents , on peut 
citer notamment la pyronine Y, l'acridine orange, la thiof la- 
vine T, le thiazole orange, le nouveau bleu de methylene 
("new methylene blue"), le bleu cresyl brillant ("brilliant 
40 cresyl blue"), etc. 
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Des exemples de reactif s de coloration sont decrits notamment 
dans les publications de Brevets suivantes : CA 2 024 166, US 
5 501 954, US 4 325 706, US 5 438 003, US 5 075 556, US 
4 996 040, US 4 883 867, EP 0 545 314 , EP 0 545 315, EP 
0 430 719, EP 0 215 461, EP 0 226 272 et EP 0 114 462. 

Dans le cas particulier de la determination des reticulocy- 
tes, lesquels sont des precurseurs des erythrocytes ou 
globules rouges matures, le colorant sert a colorer ou 
marquer l'ARN residuel contenu dans la cellule. 

L'un des inconvenients des reactifs de coloration connus est 
qu'ils n^cessitent un temps d' incubation 61eve, ce qui rend 
difficile leur utilisation non seulement dans les techniques 
manuelles, mais surtout dans les techniques automatisees . 

En particulier, le thiazole orange necessite un temps 
d' incubation de 1'ordre de 30 minutes a la temperature 
ambiante lorsqu'il est mis a reagir avec 5 microlitres de 
sang. 

Ce temps d' incubation est beaucoup trop long pour permettre 
une automatisation complete du procede . 

L ' invention a notamment pour but de surmonter les inconve- 
nients pr£cit6s. 

C'est en particulier un but de 1' invention de procurer un 
reactif de coloration pour la determination de cellules 
sanguines, en particulier de reticulocytes, qui permet de 
marquer les cellules apres un temps d' incubation beaucoup 
plus court que les temps d' incubation autorises par les 
reactifs connus. 

C'est en particulier un but de 1' invention de procurer un tel 
reactif de coloration qui permet d'abaisser le temps d' incu- 
bation de plusieurs minutes a plusieurs secondes. 
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L' invention propose a cet effet un react if de coloration du 
type defini en introduction, lequei comprend en outre un 
additif propre a favoriser la penetration du colorant dans la 
cellule, cet additif etant choisi parmi un compost ionophore, 
5 un detergent et leurs melanges. 

Ainsi, le reactif de coloration de 1' invention combine un 
colorant a un additif particulier qui favorise 1 ' incorpora- 
tion du colorant dans la cellule et, par consequent, diminue 
10 notablement le temps d ' incubation necessaire a la reaction du 
colorant avec la cellule. 

Dans le cadre de 1' invention, on prefere avant tout utiliser 
un compost ionophore, c'est-a-dire un compost susceptible de 
15 favoriser la permeabilite de la membrane cellulaire et 
d' amplifier les echanges trans -membranaires . 

Ces ionophores sont des molecules a caractere hydrophobe qui 
augmentent la permeability de la membrane cellulaire a 
20 certains ions avec une specificity variable. 

Ces ionophores sont soit des transporteurs mobiles, soit des 
molecules formant des canaux trans -membranaires . lis masquent 
la charge de 1 ' ion du colorant, facilitant sa penetration 
25 dans la bi-couche lipidique de la membrane. 

L'additif de 1 ' invention peut etre egalement choisi parmi un 
detergent, lequei favorise aussi la penetration du colorant 
en favorisant la permeabilite de la membrane. Le detergent 
30 desorganise les structures proteiques de la membrane et 
favorise sa destabilisation, ce qui contribue a une meilleure 
incorporation du colorant. 

L'additif de 1' invention peut, en variante, etre un melange 
35 d'un compose ionophore et d'un detergent. 

Le compose ionophore de 1' invention peut etre notamment un 
protonophore ou un antibiotique. 
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Des exemples non limitatifs de composes ionophores convenant 
a la mise en oeuvre de 1' invention sont les suivants : 

- Monensine, ou acide 2- [ 5-ethyltetrahydro-5- ( tetrahydro-3- 
m6thyl-5- [ tetrahydro-6-hydroxy-6- < hydroxymethyl ) -3 , 5-dime- 
thyl-2H-pyran-2-yl ] -2-f uryl ] -2-f uryl ] -9-hydroxy-/J-methoxy- 
a , y , 2 , 8-tetramethy 1- 1 , 6 -dioxaspiro [4,5] decane-7-butyr ique 
(polyether antibiotique de formule brute : C36H620H); 

Nonactine, ou 2,5,11,14 , 20 , 2 3 , 29 , 32-octamethyl- 
4,13, 22, 31, 37,38, 39,40-octaoxapentacy- 

clo^^.l.l 7 ' 10 .! 16 ' 19 -! 25 ' 28 ]-*^^ 

(macrotetrolide antibiotique de formule brute : C 40 H 64 O 12 ); 

- 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-benzylidenemalononitrile; 

- Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone; 

- Carbonylcyanide p-trif luorom<§thoxyph<§nylhydrazone ; 

- Tetrachlorosalicylanilide; 

-4,5 , 6, 7-tetrachloro-2-trif luorome thy lbenz imidazole, • 

- pentachlorophenol; 

- 2,4-dinitrophenol; 

- valinomycine ( cyclododecadepsi-peptide , antibiotique de 
formule : C 54 H 90 N 6 O 18 ) ; 

- Salinomycine (polyether antibiotique de formule : 

C 42 H 70°11 ) ' 

- Gramicidine(S) (polypeptide de formule : C 60 H 92 N 12 O 10 ) . 

Le detergent pouvant etre utilise dans le reactif de colora- 
tion de 1' invention est de preference du type non-ionique ou 
de type zwitt^rionique. 
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A titre d'exemples non limitatifs de detergents convenant a 
la mise en oeuvre de 1' invention, on peut mentionner : 

- des propane sulfonates, en particulier le 3- [ ( 3-cholamido- 
5 propyl ) -dimethyl anutionio ] - 1-propane-sulf onate ; 

- des cholamides, en particulier le N f N-bis [ 3-D-gluconamido- 
propyi ] -cholamide ; 

10 - des sulfobetaines; 

- des alkyl glucosides et alkyl maltosides; 

- des polyoxyethylene ethers; 

15 

- des polyoxy£thylene sorbitans ; 

- des polyglycol Others. 

20 Le colorant utilisable dans le r£actif de coloration de 
1' invention est un marqueur susceptible de r£v61er par 
coloration des composes intracellulaires tels que, par 
exemple, les acides nucl£iques de la cellule, en particulier 
l'ARN. 

25 

Bien que l'on pr£fere utiliser un colorant fluorescent, et en 
particulier un colorant fluorescent pour les reticulocytes, 
il entre 6galement dans le cadre de 1' invention de faire 
appel a des colorants non f luorescents . 

30 

Lorsqu'il s'agit d'un colorant fluorescent, le colorant est 
avantageusement excitable a une longueur d'onde comprise 
entre 0,1 nm et 1 mm. 

35 De preference, il s'agit d'un colorant excitable a la lumier 
bleue, en particulier a une longueur d'onde de 4 88 nm. 

A titre d'exemples non limitatifs de colorants utilisabl s 
dans la mise en oeuvre de 1' invention, on peut mentionner : 
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- le 3,3'-dimethyloxacarbocyanine iodure (ou 3-methyl-2- [ 3- 
( 3-m«§thyl-2 ( 3H ) -benzoxazolylidene ) -l-prop<§nyl ] benzoxazolium 
iodure ) ; 

5 - le thiazole orange ou l-methyl-4-[ (3-methyl-2-<3H)-benzo- 
thiazoly lidene ) methyl ] quinolinium p-tosy late ; 

- le quinolinium, 4-[ ( 3-methyl-2- ( 3H ) -benzothiazolylidene )me- 
thyl]-l-[3-(trim^thylammonio)propyl] f diiodure (commercialism 

10 sous la denomination TO-PRO 1, Marque depos^e par Molecular 
Probes ) ; 

- des styryls, en particulier le styryl 7; 
15 - le nouveau bleu de methylene; 

- le bleu de cr6syl brillant. 

Lorsque ce colorant connu est combine" a un compost ionophore 
20 et/ou a un detergent dans des proportions choisies, il 
franchit rapidement la membrane de la cellule, ce qui permet 
de diminuer notablement le temps d' incubation et de l'amener 
g6n6ralement a une valeur de quelques dizaines de secondes . 

25 Ainsi, dans le cas du thiazole orange, le temps d' incubation 
peut etre amen<§ a une valeur de l'ordre de 2 5 secondes, au 
lieu de 30 minutes a la temperature ambiante, lorsque le 
colorant est utilise seul. 

30 Le reactif de coloration de 1' invention peut comporter 
d'autres composes ou substances que le colorant et l'additif 
ment ionne s pr£c£demment . 

Ainsi, le r£actif de coloration peut comprendre en outre un 
35 solvant organique, en particulier un alcool tel que le 
methanol, ce qui favor ise non seulement la mis en solution 
du colorant, mais aussi la solubilisation des lipides 
membranaires de la cellule. 
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En variante ou en complement, le reactif de coloration peut 
comporter en outre un sel , par exemple a base de sodium, de 
potassium. 

5 II a ete constats en effet qu'une concentration en sels 
induit une force dite "ionique" qui, si elle est suffisamment 
elevee, peut destabiliser les membranes cellulaires en 
modifiant les liaisons des constituants membranaires . De 
plus, le sel permet d'agir sur le volume des cellules. 

10 

D'autres composes pouvant faire partie du reactif de 1' inven- 
tion comprennent un agent cheiateur, en particulier l'EDTA, 
un conservateur et un systeme tampon pour maintenir le pH 
entre 5 et 11, 

15 

Le reactif -type de 1' invention est une solution de coloration 
ou de marquage qui contient : 

- un colorant a une concentration comprise entre 0,1 et 
20 0,5 M 

- au moins un additif choisi ci-dessous 

Composes Concentrations 

25 

Ionophore 0-1 M 

Detergent 0-20% 

- un ou plusieurs des composes enumeres ci-dessous : 
30 Composes Concentrations 

Sels (NaCl/KCl) 0-1 M 

Agent cheiateur (EDTA) 0-100 mM 

Solvant 0-15% 
35 Conservateur 0-1% 

- un systeme tampon organique ou inorganique maintenant le pH 
entre 5 et 11. 
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Un exemple de reactif de coloration selon 1 ' invention est le 
suivant : 



Composes Concentrations 

5 

thiazole orange 2 pM 

valinomycine 1 jjM 

polyglycoiether 0, 0003% 

NaCl 155 mM 

10 EDTA 2 mM 

methanol l r 5% 



Le systeme tampon utilise est un tampon phosphate ajustant le 
pH de la solution de coloration a valeur neutre. 

15 

L' invention sera maintenant expliqu^e en reference aux 
dessins annexes qui represente des images obtenues sur un 
cytometre de flux et qui comparent a chaque f ois 1 ' image 
obtenue avec un colorant de reference et 1' image obtenue avec 
20 un reactif de coloration selon 1' invention. 

Ces images representent la fluorescence (axe des X) et la 
diffraction (axe des Y ) . On retrouve sur chacune de ces 
figures, de la gauche vers la droite, respectivement , trois 
2 5 populations : la population des globules rouges ( apparaissant 
sous la forme d'un nuage), la population des reticulocytes 
(partie encadree) et la population des leucocytes (nuage 
disperse) . 

30 Les figures 1A et IB representent les images obtenues sur un 
cytometre de flux FACSCAN (Marque deposed de Becton Dickin- 
son) en utilisant le thiazole orange comme colorant. 

La figure 1A represente 1' image obtenue avec le colorant de 
35 reference. Le temps d' incubation requis est de 30 minutes a 
la temperature ambiante. Le taux de reticulocytes est de 
4,55%. 
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La figur IB montre 1 ' image obtenue avec un reactif de 
coloration selon 1' invention, qui comporte du thiazole orange 
en presence de ionophore. Le temps d' incubation necessaire 
n'est que de 25 secondes a 35°C, le taux de reticulocytes 
5 etant de 4,89%. 

Les figures 2A et 2B sont des images obtenues avec un 
cytometre de flux FACSCAN en utilisant un reactif de colora- 
tion selon 1' invention, qui comporte du 3 , 3 ' -dimethylcarbo- 
10 cyanine iodure en tant que colorant, en presence d'un 
ionophore et d'un detergent. 

Les deux colorations sont realisees a 35 °C. On obtient un 
resultat equivalent a 5 minutes pour le colorant de reference 
15 (figure 2A) et a 30 secondes pour le reactif selon 1' inven- 
tion (figure 2B) . 

Les taux de reticulocytes des images des figures 2A et 2B 
sont respectivement de 1,5% et de 1,3%. 

20 

Les figures 3A et 3B sont des images obtenues sur un cytome- 
tre de flux FACSCAN avec le colorant TO-PRO 1 (Marque deposee 
de Molecular Probes), sous irradiation a la lumiere bleue. 

25 Dans le cas de la figure 3A (colorant de reference), le temps 
d' incubation est de 60 minutes et le taux de reticulocytes de 
2,22. 

Dans le cas de la figure 3B (colorant en presence de ionopho- 
30 re), le temps d' incubation est de 5 minutes et le taux de 
reticulocytes de 2,14%. 

Les figures 4A et 4B representent des images obtenues sur un 
cytometre de flux F AC STAR (Marque deposee de Becton Dickin- 
35 son) avec un colorant du type TO-PRO 3 (Marque deposee de 
Molecular Probes), sous irradiation a la lumiere rouge. 
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Dans le cas de la figure 4A (colorant de reference), le temps 
d' incubation est de 30 minutes et le taux de reticulocytes de 
4,1%. 

5 Dans le cas de la figure 4B, le temps d' incubation est de 
2 minutes et le taux de reticulocytes de 4,9%. 

Les images precedentes montrent que 1 ' utilisation d'un 
reactif de coloration selon 1 ' invention permet de diminuer 
10 signif icativement le temps d' incubation par rapport a 
1' utilisation d'un colorant de reference. 
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Revendications 

1. R^actif de coloration pour la determination de cellules 
sanguines, en particulier de reticulocytes, du type compre- 

5 nant un colorant propre a marquer les cellules apres incuba- 
tion, 

caract^rise en ce qu'il comprend en outre un additif 
propre a favoriser la penetration du colorant dans les 
10 cellules, cet additif etant choisi parmi un compose ionopho- 
re, un detergent et leurs melanges. 

2. R^actif de coloration selon la revendication 1, caract6- 
ris£ en ce que 1' additif comprend un compose ionophore . 

15 

3. R£actif de coloration selon la revendication 1, caract6- 
rise en ce que 1' additif comprend un detergent. 

4. R^actif selon la revendication 1, caract£ris£ en ce que 
20 1' additif comprend un melange d'un compose ionophore et d'un 

detergent . 

5. R£actif selon l'une des revendications 1, 2 et 4, 
caract6ris6 en ce que le compost ionophore est un protono- 

25 phore ou un antibiotique choisi parmi : 

- Monensine ou acide 2- [ 5-£thyltetrahydro-5-[ tetrahydro-3- 
methyl-5- [ tetrahydro-6-hydroxy-6- ( hydroxymethyl ) -3 , 5-dim6- 
thyl-2H-pyran-2-yl]-2-furyl]-2-furyl]-9-hydroxy-0-me^hoxy-a- 

30 , y , 2 , 8-t6tramethyl-l , 6-dioxaspiro[ 4 , 5 ]d6cane-7-butyrique; 

Nonactine ou 2 , 5 , 1 1 , 14 , 2 0 , 2 3 , 29 , 32-octam6thyl- 
4, 13,22,31,37,38,39,40-octaoxapentacy- 
clo[32.2.1.1 7 ' 10 .l 16 ' 19 .l 25 ' 28 }-tetracontane-3,12,21,30-t6trone? 

35 

- 3 , 5-di-tert-butyl-4 -hydroxy-benzylidenemalononitrile ; 

- Carbonylcyanide m-chloroph£nylhydrazone ; 
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- Carbonylcyanide p-trif luoromethoxyph<§nylhydrazone ; 



- T6trachlorosalicylanilide; 

5 -4,5,6, 7-t£trachloro-2-trif luoromethylbenzimidazole ; 

- Pentachloroph^nol; 

- 2 , 4-dinitroph£nol ; 

10 

- Valinomycine ; 

- Salinomycine; 
15 - Gramicidine ( S ) . 

6. R<§actif de coloration selon 1'une des revendications 1, 
3 et 4, caract«§ris<§ en ce que le detergent est du type non- 
ionique ou zwitt6rionique et choisi parmi : 

20 

- des propane sulfonates, en particulier le 3- [ < 3-cholamido- 
propy 1 ) -dim£t hy lammonio ] - 1 -propane-sul f onate ; 

- des cholamides, en particulier le N , N-bis [ 3-D-gluconamido- 
25 propyl ]-cholamide; 

- des sulf ob^taines ; 

- des alkyl glucosides et alkyl maltosides; 

30 

- des polyoxy^thylene Others; 



- des polyoxy^thylene sorbitans ; 
35 - des polyglycol others. 

7. RSactif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 6, caracteris<§ en ce que le colorant est du type fluores- 
cent . 
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8. Reactif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 7, caracterise en ce que le colorant est excitable a une 
longueur d'onde comprise entre 0,1 nm et 1 mm. 

5 9. Reactif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 8, caracterise en ce que le colorant est excitable a la 
lumiere bleue, en particulier a une longueur d'onde de 
488 nm. 

10 10. Reactif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 9, caract£ris6 en ce que le colorant est choisi parmi les 
suivants : 

- le 3 , 3 ' -dimethyloxacarbocyanine iodure (ou 3-methyl-2- [ 3- 
15 ( 3-m6thyl-2 ( 3H ) -benzoxazolylidene ) -1-propenyl Jbenzoxazolium 

iodure ) ; 

- le thiazole orange ou l-methyl-4-[ < 3-m6thyl-2- ( 3H ) -benzo- 
thiazolylidene ) methyl ] quinolinium p-tosy late ; 

20 

- le quinolinium, 4- [ < 3-methyl-2- ( 3H ) -benzothiazolylidene )me- 
thyl ]-l-[ 3- ( trimethylammonio) propyl ] , diiodure; 

- des styryls, en particulier le styryl 7; 

25 

- le nouveau bleu de methylene; 

- le bleu de cresyl brillant. 

30 11. Reactif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 10, caracterise en ce qu'il comprend en outre au moins un 
compose choisi parmi les suivants : 

- un sel, en particulier de sodium ou de potassium, 

35 

- un agent cheiateur, en particulier l'EDTA, 

- un solvant, en particulier un alcool, 
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- un conservateur, et 

- un systeme tampon maintenant le pH entre 5 et 11. 

12. R6actif de coloration selon l'une des revendications 1 
a 11, caract^rise par la composition suivante : 

- un colorant a une concentration comprise entre 0,1 mM et 
0,5 M 

- au moins un additif choisi ci-dessous 



Composes 



Concentrations 



Ionophore 
Detergent 



0-1 M 



0-20% 



- un ou plusieurs des composes 6num6r§s ci-dessous : 



Composes 



Concentrations 



Sels (NaCl/KCl) 

Agent ch^lateur (EDTA) 

Solvant 



0-1 M 



0-100 mM 



0-15% 



Conservateur 



0-1% 



- un systeme tampon organique ou inorganique maintenant le pH 
entre 5 et 11. 



2759166 



1/4 




FIG.1A 



TTTJ r 

10 3 




FIG.1 B 



I I I I | I t I I | I I I » | ■ ' I I j I I I I | 

0 200 400 600 800 1000 



BNSDOCID: <FR 27S91B6A1_I_> 



2759166 



2/4 




FIG.2A 



FIG.2B 



BNSDOCID: <FH 2759166Al_l_> 



2759166 



3/4 





RN.snrjcir> <fr ptkbiwsai i > 





2759166 



FIG.4A 



FIG.4B 



BNSOOCID: <FR 2759166A1_I_> 



t 



REPUBUQUE FRANQAISE 



INSTITUT NATIONAL 
dela 

PROPR1ETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

etabli eur la base des demieree revendications 
deposees avant le commencement de la recherche 



2759166 



N* <fenregistrement 
national 



FA 538957 
FR 9701090 



Category 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



D,A 

D,A 
0,A 



Citation du document ovec indication, en cas de besoin, 
dee parties pertmentta 



R a vend batons 
cone ernees 
de la demand* 
eisnnee 



US 4 670 402 A (FLEGLER KARL-HEINZ) 

* le document en entier * 

DATABASE WPI 
Section Ch, Week 8622 
Derwent Publications Ltd., London, GB; 
Class B04, AN 86-142078 
XP002044489 

& JP 61 079 163 A (T0A IY0 DENSHI KK) 
avril 1986 

* abrege * 

EP 0 545 315 A (MILES INC ;S1NAI SCHOOL 
MEDICINE (US) ) 

* le document en entier * 

EP 0 430 719 A (TECHNIC0N INSTR) 

* le document en entier * 

EP 0 226 272 A (BECT0N DICKINSON CO) 

* le document en entier * 



22 



1-4,7 



1.3 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECH E RCMES (lrtl.CL6) 



GQ1N 



Date d"aeh*vement de (a recherche 

24 octobre 1997 



Exarranateui 



Moreno, C 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : parttcu&ero merit pertinent a hii teul 

Y : parti ou&e re merit pertinent an oombtn arson aveo un 

autre dooumant de la meme categorie 
A : pertinent a renoorrtre dau moina una revendicatjon 

ou amere-ptan taohnologique general 
O : divulgation non-eonte 

P : document intercalaire 



T : theone ou prinoipe 6 la baae de rinverrbon 

E : dooumant de brevet benafioiant d*une date anterieura 

a la date de depot at qui n a ate pubb* qu a eatta data 

de depot ou qua una date poateneure. 
D : at* dans la demand* 
L : rata pour tfautrea raiaons 

& : menibre do la mime f ami Be, dooumant oorrespondant 



BNSDOCID: <FR 2759166A1_I_> 



